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別紙様式3（課程博士・論文博士共用）
論　文　内　容　要　旨
（ふりがな）
氏　　　名
ばいじゃう
自任玉
学位論文題目
Putativebindingsitesfbrarachidonicacidona
humanCardiacKvl．5channel
（ヒト心筋Kvl．5カリウムチャネルにおけるアラキドン酸
の作用部位）
B＆Ckgroud：Arachidonicacid（AA）isacis－POlyunsaturatedhttyacidubiquitously
PreSentintheplasmamembrane・Inresponsetoextracellularsignals，AAcanbereleaSed
丘ommembranephospholipidsviaG－PrOtein－OrCa2㌧mediatedactivationof
Phospholipase・SomepreviousresultssuggestthatAAisknowntomodiLyionchannel
activitiesinvariouscelltypesincludingcardiacmyocytes・
Inthehumanatriurn，themolecularcomponent，Whichunderliestheultra－raPid
delayedrectinerpotaSSiumcurrent伍url，isthehumanKv1．5channel（hKvl．5）．The
ChaLnnelplaysanimportantrOleintherepolari2＝ationofatrialactionpotential，butnot
Ventricle・PreviousStudieshaveshownthatseveralresidueslocatedneartheouterpore
region，thebaseofselectivitynlterandthetranSmembranesegments（S6domain）of
hKvl・5CouldprovidecruCialbindingsitesfbrpharmacologiCalinhibitors．
0喝ective：AnearlystudyhasdescribedthatrelativelyhighconcentrationofAA（30
PM）reSultedinamarkedcurrentinhibitiol0fthemouseKvl．5（mKvl．5）and
COnCludedaprobabledir・eCtaCtionofAAor mKvl．5channelwithoutinvolvementof
AAmetabolites・However，themolecularmetllanismunderlyingthischannel
inhibitionhasnotbeenfullydelineated・The3fbre，myStudywasdesignedto
investigatethemodulationofhKvl・5channe：vAAunderthedifftrentconditionsand
determinedtheposSiblebindingsitesofAA．
Material＄and Meth°dS
Site－directedmut＆geneSiS＆ndtr＆n＄飴ction
Full－leng也complementary DNA（CDNAIofhKvl．5channelwas subc10nedinto th
mammalianexpressionvectorpcDNA3．
Site－directedmutagenesiswasappliedtointroduceelevensinglepointmutations
intohKvl．5cDNAbyusingQuikchange－II－XLKit．WTandmutantcDNAwere
tranSientlytransftctedintoCHOcellstogetherwithGFPusingLipoftctamine，
（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2千字
程度でタイプ等を用いて印字すること。2．※印の欄には記入しないこと。
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別紙様式3の2（課程博士・論文博士共用）（続紙）
PatCh・Clamprec°rdi皿gS
Aftertransfbctionfbr48hincubationat370C，theGFP－POSitivecellwaSuSedfbrthe
PatCh－ClampStudy・Whole－CellmembranecurrentsormacroscopICCurrentSWere
recordedwithanEPC－8patch－ClampamPli丘er（HEKA）．ThehKvl．5．whole－Cell
membranecurrentswereelicitedbyapplying300－mSdepolarizingstepsftoma
holdingpotentialof－80mVtovariousvoltagesteps．
DataanalySiS
Alldatawereexpressedasmean士S・E・M・Statisticalcomparisonsbetweentwo
groupswereanahrzedusingStudent’st－teSt・Comparisonsamongmultiplegroups
WereanabTZedusingone－Wayanalysisofv訂iancetANOVAI，fbllowedbyDunne廿，p椚t
hoctestandap－Ⅴalue＜0・05wasconsideredsignificant．
Re＄ults
hKvl・5currentwasminimalbraLftctedattheonSetOfdepolarizationbutwas
PrOgreSSivelyreducedduringdepolarizationbythepresenceofAA，SuggeStingthatAA
actSaSanOPenChannelblocker（IC500f6．1土0．6pM；n＝10）．AAitselfafftctedthechannel
attheextracellularSiteSindependentlyofitsmetabolicandsignallingpathways・The
blockingefftctofAAwasattenuatedatpH8・ObutnotatpH6．4．Theblockingactionof
AAdevelopedratherrapidlybycoexpressionofKvβ1・3・ThedegreeofcurrentblockbyAA
WaSSlgnincantlyattenuatedinH463C，T480A，R487V，1502A，I508A，V512AandV516A，
butnotinH463C，A501VandL510AmutantsofhKvl・5channel・Dockingsimulation
predictedthatH463，T480，R487，I508，V512andV516arepotentiallyaccessiblefbr
interactionwithAA．
Di＄euSSion
AAactsonhKvl・5asanopenchannelblocker，WhichissupportedbythefbllowingAA
minimalbTaffbctstheinitialcllTrentlevelsattheonsetofdepolarizationbutprogressively
reducedthecurrentduringthedepolarizingsteps
ThepresentstudyalsofbundthatwhileT480AdecreasesthesensitivitytoAAinhibition，
mutationofitsneighboraminoacidT479enhancesAAinhibitionfFigure6トAlthoughthe
PreCisemechanismremainstobefullyunderstood，theremightbesomepositivesteric
efftctsofT479AmutationontheneighboringT4800rOnOtherpotentAAbindingsites．
PreviousstudieshaveshownthatI502，I508V512andV516areimportantfbr
mediatingtheblockingactionofvariousdrugsonhKv1．5，．Similarly，R487andH463are
alsoimportantfbrtheblockingactionsofprotons，drugS・Basedonthecrystalstructureo
Kvl・2，T480，I5087V512andV516arepredictedtofhcetowardtheinnercavityofthe
Channel
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・WhereasI502ispositionedawayfromthecentralcavityoftheporeandfbrmsa
hydrophobicinterfhcewiththeaqjacentS5domain．Thepresentdockingsimulation
StudypredictedthatH463，T480，R487，1508，V512andV516，butnotI502，interactwith
AA・ThemutationofI502affbctstheblockillgaCtiollSOfcuIIIPUuIldsLhrough
COrlfbrmationalchangesofthepore・hydrophobicmoietiesofthecompoundprotrudeinto
hydrophobicsubunitinterhcesandtherebyapproachthel502residue．
AbouttheefTbctofPHonKvl・5・Itisgenera11yacceptedthattheenvironmentalpHa鮪cts
thedegreeofhydrophobicityinAA．Inaddition，theactivationofhKvl．5channelsis
SenSitivetochangesinextemalpH・ThesepH－dependentchangesinpropertiesofbothAA
andhKvl・5mightunderlietheattenuationoftheinhibitionofhKvl．5byAAinaLn
alkalinepHof8．0．
ItisprobablethatAA－inducedinhibitionofhKvl・5couldprolongAPDandERPinhuman
atriumandtherebymediatetheanti－arrhythmicefftctofAA・However，APDcritically
dependsonadelicatebalancebetweenseveralinwardandoutwardcurrents，andAAhas
VariousefftctSOnOtherioniccurrentsthatregulateAPDintheheart，AAtherefbrecould
PrOducecomplicatedeffbctsonoverallatrialexcitability
C。nClusionIthepresentstudyprovidesexperimentalevidencetosupportthatseveral
aminoacidsintheporedomain（H463，T480，R487，I502，1508，V512aLndV5161confbr
theAAsensitivityofhKvl・5・Thisinfbrmationmayhelpinvestigatethemolecular
determinantSfbrtheactionofotherpolyunsaturatedhttyacidsonhKvl・5andprovide
newdirectionfbrfhturedevelopmentofselectiveblockersofhKvl．5．
別紙様式8　周溝与・論文博上出目）
学位論文審査の緒黒の要旨
整理番号 76　7 氏　名 自　律玉
論文審査委員
巨学位論文審布の結果の要旨）（明朝体11ポイント、600宇以内で作成のこと。）
心筋細胞のアラキドン酸は、イオンチャネル叫別冊膵Pに関わっているとの報告があるもの
の、不明な点も多く残されている．ユ　本研究では、アラキドン酸とと卜心房精に姫現するカリウ
ムチャネルKv1．5との閑適について検討を行い、以トの点を明らかにした．＿
1）ヒ輔、・1．5をH柏翻川田二発現させ、′くッチクランプ法で膜電流を測定したところ、アラキド
ンr酎こより桁1．5の脱分極が抑制されたことから、アラキドン酸はこのチャネルの関目を
的宮する作用があった．
2）アラキドン酸の代謝物ではなく、アラキドン糖白身がKt・1．5の細胞外部位に影響を及ぼし
ていた．．
3〕アラキドン酸鋤く1111．5に対する阻害効果は細胞外液がアルカリ性では抑制されたレ
J）アラキドン酸のKl，1．5に対する阻害効果は、K＼′1．5の＝163「、TヰIl馳1、私187V、1502八、工5O餌、
l刊2Aおよびml机変＿野本で仕掛こ減弱したリ
5）コンヒュ一夕シミュレーションにより、Kl・1．5の仕柾買、T胡0、桐HT、I508、用12およびlr516
が、アラキドン酸の結合可能部位として示された．
本論文は、ヒト心筋カリウムチヤネ′レKl・1．5の活性制釦射酎こおいて新しい知見を与えたも
のであり、最終試験として論文内容に開通した試冊を実施したところ合格と判断されたので、
博士　仕亘学）の学位論文に伯するものと認められたり
（．総字数駆0字）
（：平成28年　8月2t＝］）
